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 为了进一步探讨化合物 AFN-10 和 ZJ019 对 PC12 细胞损伤保护作用的机制，
本论文用 MTT 法、荧光染色观察、流式细胞术检测、Western blot 等方法对 H2O2
氧化损伤的 PC12 细胞进行了一系列生理生化检测。结果显示，化合物 AFN-10
和 ZJ019 能够明显抑制 H2O2 诱导的 PC12 细胞的凋亡，降低细胞凋亡率，这一
结果与 MTT 法检测细胞存活率结果趋势一致。进一步研究显示，化合物 AFN-10
和 ZJ019 在 10μmol/L-50μmol/L 浓度范围内作用效果最好，其对 PC12 细胞的保
护作用机制与其清除细胞内 ROS 的能力有关：通过提高 PC12 细胞内 GSH 的含
量来保持细胞内的 ROS 处于合理的水平，从而维持线粒体膜电位的稳定，保持
线粒体结构和功能的正常。同时，化合物 AFN-10 和 ZJ019 能够促进 H2O2诱导
的 PC12 细胞 Bcl-2 蛋白和 Bcl-XL蛋白的表达，抑制 Bad、Bax、Caspase-3 蛋白
的过度表达，这可能与其降低 H2O2 诱导的 PC12 细胞的凋亡率有关。 




























































Neurodegenerative diseases are a kind of primary neuronal degeneration, chronic 
progressive neurological diseases, which seriously threats to the health of the elderly. 
At present, the clinical application of anti-neurodegenerative diseases drugs is to 
improve the main clinical symptoms, and unable to control its progress, which can not 
meet the demand for treatment. Therefore it means great significance to create 
anti-neurodegenerative disease drug and treatment for these diseases  
This thesis uses the PC12 cells from oxidative damage model commonly used in 
the study of the nervous system, for a natural product or a derivative form the 875 
species of microorganisms sources screening. The results show that there are 90 
compounds in varying degrees at a final concentration of 10μg/mL which improve the 
survival rate of H2O2-induced damage in PC12 cells and have protective activity 
against oxidative stress damage cells, accounting for 10.29% of the screened 
compounds. Among them 26 compounds the effect is stable, compared with the 
injured group. The results were statistically significant, accounting for 2.97% of the 
screened compounds. In these compounds, AFN-10 and ZJ019, derived from marine 
fungus Aspergillus sp. AF119, have strong activity, stability of the effects, and low 
toxicity. The tests showed that small molecules of microbial origin contains a lot of 
compounds with neuroprotective activity, moreover, they are very important source 
for the development of neurodegenerative diseases drug. 
  To further investigate the compounds of the AFN 10 and ZJ019 protective 
mechanism of injuried PC12 cells by H2O2, MTT assay, fluorescence staining, flow 
cytometry, and western blotting are applied to detect a series of physiology and 
biochemistry. The results show that the compounds AFN-10 and ZJ019 can 
significantly inhibit the H2O2-induced apoptosis in PC12 cells, reduce the rate of 















studies have shown that compounds AFN-10 and ZJ019 at the concentration range of 
10μmol/L-50μmol/L have the best effect. Its protective mechanism of PC12 cells 
come with its ability to clear intracellular ROS to increase the content of GSH in 
PC12 cells within the ROS at a reasonable level in order to maintain the stability of 
the mitochondrial membrane potential, the normal mitochondrial structure and its 
function. At The same time, the compounds of AFN-10 and ZJ019 can promote the 
Bcl-2 protein and Bcl-XL protein expression, inhibit Bad, Bax, Caspase-3 protein 
over-expression caused by H2O2, which may relate to the decrease H2O2-induced 
PC12 cells withered mortality. 
These results suggest that compounds AFN-10 and ZJ019 are positive compounds 
of anti-neurodegenerative disease drugs. 

















































  1.1.1 活性氧的产生与清除 





























细胞内 ROS 的产生和清除处于一种平衡状态，使 ROS 的含量维持在一个合理的
水平，这是因为 ROS 虽然在呼吸作用和代谢过程中不断产生，但细胞内有一系
列防御机制防止 ROS 过量积累。比如机体内含有的可灭活某些活性氧的酶以及
各种水溶性、脂溶性抗氧化剂、线粒体中的细胞色素 C、辅酶 Q、ATP 合成酶等
能够抑制 ROS 的产生；还有一些抗氧化剂如超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢
酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）、还原性谷胱甘肽（GSH）、硫氧化
蛋白（Trx）、维生素 C、维生素 E、尿酸等物质对 ROS 有较强的清除作用[6,7]。
其中，SOD 包括位于胞浆中的 Cu/Zn-SOD 和位于线粒体中的 Mn-SOD 两种，它
主要催化 O2
- 形成 H2O2 和 O2 ；CAT 是一种酶类清除剂，又称为触酶，是以铁
卟啉为辅基的结合酶，则能够催化 H2O2 形成 H2O 和 O2 ，使得 H2O2 不能与 O2
在铁螯合物作用下反应生成非常有害的-OH，从而使细胞免于遭受 H2O2 的毒害；










































图 1.1 细胞内 ROS 的产生与清除 
Fig.1.1 The generation and release of ROS in cells. 
（引自 Free Radical Damage and Its Control） 
  1.1.2 过量 ROS 对细胞的毒性作用 
     ROS 是自由基的一种，存在不配对的电子，因此有极强的氧化活性，在细
胞内能够攻击细胞内多种生物分子。 
细胞的内环境与细胞外相比，有较高的还原活性，这是因为细胞内有一套氧化
还原缓冲系统，如巯基化合物中的 GSH 和 Trx.有还原能力的 GSH 和 Trx 主要是
靠 GSH 还原酶和 Trx 还原酶的活性来维持的，这些具有还原活性的物质通过还
原 H2O2 和阻止脂质的过氧化来抑制细胞进入氧化应激状态。而细胞内 ROS 含量
过高会改变细胞的氧化还原状态，造成 GSH 和 Trx 等巯基化合物的枯竭，使细


























被氧化修饰的氨基酸位于 DNA 的结合区域就会造成 DNA 与转录因子的结合障
碍，使转录因子失去对 DNA 转录的调控能力[17,18]。此外，ROS 还会引起蛋白质
的降解受阻，造成相关功能障碍[19]。 
ROS 很容易透过细胞膜进入细胞核，因而能对 DNA 产生直接的氧化攻击。
ROS 对核酸的攻击是通过与核酸上某些金属离子反应，产生氧化活性极强的 •
OH,进而•OH 能够氧化胸腺嘧啶形成自由基，从而对 DNA 造成氧化损伤，因此
ROS 会导致 DNA 单链与双链的破坏和断裂、脱氧戊糖降解、碱基配对错误、交
联等突变，严重时会造成细胞的凋亡或者坏死[20-24]。此外，与 DNA 结合的转录
因子如果含有半胱氨酸残基，过量的 ROS 会使半胱氨酸残基的巯基氧化，导致




  1.1.3 ROS 与神经退行性疾病 



























合物Ⅰ活性的下降对 PD 的发生有重要影响，这可能是因为 ROS 抑制了丝氨酸/
苏氨酸蛋白磷酸酶 PP2A 和 PP5A 的活性，导致细胞细胞外信号调节激酶（ERK）
和 C-Jun 氨基末端激酶（JNK）的激活，进而造成 Caspase-3 的激活，释放细胞
色素 C，引起神经细胞的凋亡[26-29]。因此抗氧化机制受损及物质代谢失衡导致的










ROS 的增加和脂质的过氧化，因此氧化应激与 AD 的发病有着重要联系[30-34]。 
综上分析，ROS 的过量积累与神经退行性疾病的发病和进程都有紧密联系（图
1.2），当神经细胞内的活性氧（ROS）水平处于较高状态，细胞内重要的结构或
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